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(57) Abstract 

According to the method, the preferably skimmed colostrum is contacted with a cation exchanger such as a sulphonic-func- 
tion resin, the portion separated from the exchanger by elution is subjected to hydroxyapatite adsorption, and the fraction re- 
tained on the hydroxyapatite is recovered by elution. by washing with a phosphate pad at a maximum concentration of 500 mM, 
preferably about 100 mM. The retained, active fraction contains more than half of the growth factors of the initial colostrum, but 
almost no proteases, and can be used as an additive for cell culture media, particularly as a substitute for foetal calf serum. 



(57) Abrege 

Le procede de traitement du colostrum consiste a mettre en contact le colostrum, de preference ecreme, avec un echangeur j 
de cations, par exemple une resine a fonctions sulfoniques. a soumettre la partie deplacee de 1'echangeur par elution a une chro- 1 
matographie d'adsorption sur hydroxyapatite et a recuperer par elution la fraction retenue sur 1'hydroxyapatite, par lavage par un 
tampon phosphate a une concentration au plus de 500 mM, de preference 100 mM environ. La fraction retenue, dite fraction ac- 
tive, contient plus de la moitie des facteurs de croissance du colostrum initial et est pratiquement depourvue de proteases. File est 
utilisee comme additif dans des milieux de culture cellulaire, notamment com me substitut du serum de veau foetal. 
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PROCEDE DE TRAITEMENT DU COLOSTBUM PAR CHROMATOGRAPHY 
D 'ADSORPTION SUR HYDROXYAPATUE , FRACTION ACTIVE DE COLOSTRUM 
OBTENUE ET MILIEU CELLULAIRE CONTENANT LADITE FRACTION ACTIVE 

DOMAINE TECHNIQUE 

05 La presente invention concerne le traitement du colostrum , 
notamment en vue d'obtenir une fraction de colostrum 
particulierement riche en facteurs de croissance et depourvue de 
proteases. Elle concerne le procede de traitement proprement dit 
ainsi que la fraction de colostrum specialement obtenue au cours 

10 du traitement. Elle concerne egalement 1 1 utilisation dans des 
milieux de culture d'une fraction de colostrum riche en facteurs 
de croissance et pauvre en proteases, denommee fraction active 

TECHNIQUE ANTERIEURE 
Dans le domaine de la culture cellulaire, le serum est 

15 l'additif le plus utilise pour stimuler la proliferation 
cellulaire. Ce liquide biologique renferme les facteurs 
necessaires a la nutrition, a la croissance et au developpement 
des cellules de l'organisme. Son action est imparfaitement connue 
et sa composition tres variable d'un lot a 1 ! autre. De plus c'est 

20 un produit soumis a des fluctuations d 1 approvisionnement et 
coOteux. On recherche done des substituts du serum, aptes au 
developpement de milieux de culture cellulaire parfaitement 
def inis 

On a propose de remplacer le serum par des produits 
25 laitiers, tels que des fractions de lait ou de lactoserum de 
vache, par exemple dans le document FR.A.2.586 699 des fractions 
de lait formees de constituants ayant un poids moleculaire d'au 
moins environ 27.000 et depourvues de lipides insolubles du type 
de ceux eliminables par ultracentrifugation . De telles fractions 
30 sont obtenues en soumettant une phase limpide de lait renfermant 
les proteines solubles du lait, obtenue par ultracentrifugation 
et separation, a une ultrafiltration avec une membrane a seuil de 
coupure de 50 a 27.000 daltons environ. 

Parmi les produits laitiers, on a propose de remolacer le 
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15 



(serum par le colostrum, qui est le liquide secrete par la glande 
mammaire dans les quelques jours qui suivent une naissance .Dans 
le document US .A. 4, 440 ,860 il est decrit une fraction du 
colostrum comme facteur de croissance particulierement actif, 
05 cette fraction a un poids moleculaire inferieur a 20.000 et un 
point isoelectrique compris entre 4,4 et 4,8. Cette fraction est 
obtenue par un ecremage , suivi d'une mise en contact du 
colostrum ecreme avec de l'acide acetique pH 4,3 pendant 2 heures 
et centrifugation pour eliminer le precipite, puis par 
purification basee sur le point isoelectrique , filtration sur un 
gel et eventuellement concentration par electrophorese . 

Les procedes precites concernent une selection de 
composants basee sur le poids moleculaire. 

D'autres procedes visent a isoler le facteur de croissance 
principal du colostrum. De tels procedes sont decrits par Yuen 
Shing et Michael Klagsbrum dans 1* article intitule "Purification 
and Characterization of a Bovine Colostrum-Derived Growth Factor" 
paru dans Molecular Endocrinology 87/0335 et par Yuen Shing , 
Susan Davidson et Michael Klagsbrum dans 1' article intitule 
20 "Purification of Polypeptide Growth Factors from Milk" paru dans 
Methods in Enzymology - 1987 - volume 146 - pages 42-48 .Selon 
ces auteurs , le facteur de croissance principal est le BCGF 
(Bovine Colostrum Growth Factor) dans le cas du colostrum de 
vache, ayant un poids moleculaire d' environ 30.000, et le PDGF 
25 (human platelet-derived- growth factor) dans le cas du colostrum 
humain, ayant un poids mol§culaire d 1 environ 20.000. Pour isoler 
le facteur de croissance principal du colostrum bovin, les 
procedes en question comportent une succession d' operations : 
ecremage, precipitation par voie acide et par ebullition, 
30 chromatographie d'echange d'ions, chromatographic 

d'isoelectrofocalisation ou bien ecremage, filtration, 
chromatographie d'echange d'ions, chromatographie 

d'isoelectrofocalisation , cette operation etant suivie dans les 
deux cas par une separation du type HPLC reverse phase . Dans ces 
35 procedes le rendement obtenu en facteurs de croissance est de 
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l'ordre de 1%, c'est-a-dire qu ! au cours des differentes 
operations mises en oeuvre, 99% de l'activite en facteurs de 
croissances du colostrum initial ont ete perdus. 

EXPOSE DE L' INVENTION 

05 Le but que s'est fixe le demandeur est different de ceux 

poursuivis par les procedes precites. II cherche dans un premier 
temps a obtenir une fraction du colostrum, qui soit enrichie en 
facteurs de croissance, mais sans qu f il y ait une particuliere 
purification du facteur de croissance principal, et qui de plus 

10 soit pauvre en proteases. 

Le demandeur a , en effet, constate que la presence des 
proteases , qui sont des enzymes hydrolysant les protides , 
empechait une bonne conservation dans le temps des fractions de 
colostrum enrichies en facteurs de croissance et de plus 

15 entrainait une baisse progressive de l'activite desdites 
fractions. 

Le but vise est parfaitement atteint par le precede de 
1* invention. Ce procede de traitement du colostrum comprend de 
maniere connue au moins une operation de chromatographic d'echange 
20 de cations. Selon l 1 invention, on soumet la partie du colostrum 
qui a ete deplacee par elution de l'echangeur de cations a une 
chromatographic d 1 adsorption sur hydroxyapatite et on recupere 
par elution la fraction retenue sur 1 1 hydroxyapatite . 

On sait que 1 'hydroxyapatite est un phosphate tricalcique 
25 cristallise et qu'il est utilise comme support d 1 adsorption pour 
le fractionnement des proteines. 

C'est le merite de 1' invention que d' avoir experiments et 
verifie que 1 ' utilisation de 1 ' hydroxyapatite permettait non 
seulement de parfaire 1 ' enrichissement en facteurs de croissance 
30 mais aussi d'eliminer les proteases de la fraction ainsi enrichie. 

Plus particulierement on recupere la fraction retenue sur 
1 ' hydroxyapatite par lavage par un tampon phosphate a une 
concentration au plus de 500mM. 

Par exemple , on procede a un premier lavage de 
35 1 1 hydroxyapatite par un tampon phosphate pH 6,8 environ a une 
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concentration au plus de 50mM puis a un second lavage par un 
tampon phosphate pH 6,8 environ a une concentration de l'ordre de 
lOOmM. C'est ce second lavage qui constitue la fraction du 
colostrum enrichie en facteurs de croissance et pauvre en 
proteases. De preference cette fraction est dessalee , concentree 
et congelee ou sechee par exemple par lyophilisation ou par 
atomisation. 

Avantageusement , l'echangeur de cation etant a fonctions 
sulfoniques, on obtient la partie du colostrum deplacee dudit 
echangeur, apres un premier lavage de l'echangeur avec une 
solution au plus 0,1M d' acetate de sodium , par lavage de 
l'echangeur par une solution environ 0,5M d' acetate de sodium. 

Avantageusement on ne procede , prealablement a la 
chromatographic d'echange de cations, qu'a une seule operation qui 
est un ecremage portant la teneur en matiere grasse du colostrum a 
2g/l au plus. 

Selon le mode prefere de realisation du procede de 
1' invention , on procede sur le colostrum aux operations 
successives suivantes : 

a. ecremage, portant la teneur en matiere grasse a 2g/l au plus 

b. passage du colostrum ecreme sur un echangeur a fonctions 
sulfoniques 

c premier lavage de l'echangeur avec une solution au plus 0,1M 
d ' acetate de sodium 

d. second lavage de l'echangeur avec une solution d' acetate de 
sodium 0,5M environ 

e. passage de la partie correspondant au second lavage (d) , 
dessalee et concentree, sur de 1 ' hydroxyapatite equilibree a lOmM 
environ 

f. premier lavage de 1 'hydroxyapatite par un tampon phosphate 
pH6,8 environ a 50mM au plus 

g. second lavage de 1 ' hydroxyapatite par un tampon phosphate pH6,8 
environ a lOOmM environ 

h. dessalage, concentration et congelation ousechage de la 
partie correspondant au second lavage (g) 
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La fraction de colostrum ainsi obtenue , dite fraction 
active, comporte plus de 50% de l f ensemble des facteurs de 
croissance du colostrum initial et est pratiquement exempte de 
proteases . 

05 C'est un autre objet de l'invention que de proteger des 

milieux de culture cellulaire comportant de la fraction active 
comme additif pour stimuler la proliferation cellulaire. Les types 
cellulaires concernes sont des cellules d'eucaryotes, entre autres 
fibroblastes, hybridomes, cellules epitheliales , cellules 
10 endothelials, hepatocytes, lymphocytes, macrophages, 
adipocytes , cellules hematopoietiques , cellules 

granulo-monocytaires, cellules cardiaques, cellules nerveuses, 
cellules musculaires, cellules cutanees, keratinocytes , 
melanocytes, chondrocytes, cellules d'insecte. 
15 Un milieu de culture cellulaire particulierement 

interessant comporte du serum de veau foetal et de la fraction 
active. L T action combinee de la fraction active et du serum permet 
de diminuer de fa?on tres importante la quantite de serum mise en 
oeuvre pour une croissance cellulaire equivalente . La fraction 
20 active peut trouver son utilite dans d* autres secteurs, nota 
mment pharmaceutique ou cosmetologique . 

MEILLEURE MAN1ERE DE REALISER L ' INVENTION 
D' autres avantages et caracteristiques de 1* invention 
ressortiront plus clairement de la description qui va etre faite 
25 d'un exemple de traitement du colostrum sur hydroxyapatite . 

Le terme colostrum designe le melange de secretions lactees 
et de constituants du serum sanguin, obtenu dans les 7 jours 
suivant la mise-bas (post-partum) . II provient de la vache ou 
d' autres mammiferes. 
30 On part d f un colostrum de vache , auquel on fait subir un 

ecremage par centrif ugation a 7900 tours par minute de maniere a 
eliminer la plupart des matieres grasses . Sans autre traitement 
prealable, un litre de colostrum ecreme , ayant une teneur en 
matieres grasses inferieure a 2g/l, est mis en contact avec 15g 
35 d'une resine echangeuse de cations, a fonctions sulfoniques, 
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commercialisee par la societe PHARMACIA sous la reference 
SP-SEPHADEX C-50. Le pH est de 6,3 . La mise en contact a lieu 
sous agitation pendant une duree d'au moins 4 heures et a 4°C. 

La partie du colostrum ecreme restant dans le bain contient 
05 tous les composants qui n'ont pas ete retenus par les fonctions 
sulfoniques de la resine. Cette partie du colostrum est 
pratiquement exempte de facteurs de croissance ; cependant elle 
presente un interet du fait qu'elle est riche entre autres 
composants en immunoglobulines colostrales , en sucres, en enzymes 
10 et en proteose-peptones . Elle pourra etre utilisee telle quelle ou 
apres separation desdits composants. 

Apres elimination du bain, la resine est d'abord lavee a 
l'aide d'une solution 0,1 molaire d 1 acetate de sodium. Ce premier 
lavage a pour but d'enlever de la surface de la resine les 
15 composants qui ne sont pas a proprement parler retenus par echange 
ionique sur les fonctions sulfoniques. 

On procede ensuite a un deuxieme lavage de la resine a 
l ! aide d'une solution 0,5 molaire d* acetate de sodium. Ce lavage a 
pour effet de deplacer une partie des composants du colostrum qui 
20 etaient retenus par echange ionique sur les fonctions sulfoniques 
de la resine. Ce deplacement est fonction de differents parametres 
tels l f af finite respective des composants pour les fonctions 
sulfoniques , la cinetique d' echange , 1' effet sterique. 

On procede enfin a un troisieme lavage de la resine a 
25 l'aide d'une solution 1,0 molaire d* acetate de sodium. 

Les deux solutions de lavage a 0,5 et 1,0M d 1 acetate de 
sodium sont respectivement dessalees par ultrafiltration, 
dialyse, electrodialyse , ou tamisage moleculaire , puis 
concentrees par ultrafiltration avec un seuil de coupure de 5.000 
30 de masse moleculaire. 

Une analyse comparative du colostrum ecreme initial, et 
des deux fractions correspondant I 1 une au lavage 0,5M et I 1 autre 
au lavage 1,0M fait apparaitre d'une part que plus de 80 % 
des facteurs de croissance contenus dans le colostrum ecreme se 
35 trouvent dans les deux fractions, et d 1 autre part que la fraction 



correspondant au lavage 0,5M, contient 73,2% des facteurs de 
croissance contenus dans le colostrum ecreme. Cette fraction 
contient egalement entre autres composants de la lactoperoxydase , 
de la lactotransferrine , du lyzozyme et des proteases. 

Le tableau I ci-dessous donne les resultats compares entre 
le colostrum ecreme (A) et la fraction eluee a 0,5M. 



Tableau I 





: (A) 


: (B) 




: colostrum ecreme 


: fraction eluee a 0,5M 


proteines totales 


: 130.000 


: 1.620 


(mg) 






activite totale 


130.000 


95.256 


(U) : 






activite specifique : 


1 : 


58,8 


(U/mg) : 






rendement d ' activite: 


100 : 


73,2 


(%) : 







La teneur en proteines a ete dosee par la technique L0WRY, 
modifiee par PETERSON. L ! unite U de facteur de croissance, encore 
appelee activite mitogene, est egale a la quantite de proteines 
necessaires pour provoquer une incorporation de methyl-thymidine 
tritiee egale a la moitie de 1 1 incorporation maximale. 

Cette fraction (B) est dessalee et concentree, puis 
injectee sur une colonne d 'hydroxyapatite prealablement equilibree 
dans un tampon phosphate pH6,8 a lOmM. La quantite 
d 'hydroxyapatite , qui a la forme d'un gel, est determinee en 
fonction de la quantite de proteines presentes dans la fraction, 
de fa<jon a ce qu'il y ait au plus 40mg de proteines par millilitre 
de gel d 1 hydroxyapatite . 

On elue ensuite la colonne d 1 hydroxyaDatite successivement 
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par trois solutions tampons phosphates pH 6,8 a des concentrations 
de plus en plus concentrees , respectivement 50mM pour le premier, 
lOOmM pour le deuxieme et 500mM pour le troisieme. 

Chacune des fractions obtenues est dessalee f concentree et 
lyophilisee. Les fractions 50 et 500mM renferment quasiment la 
totalite des proteases. Seule la fraction lOOmM est quasiment 
exempte de proteases. 

La deuxieme fraction, correspondant a l f elution par la 
solution a lOOmM , dite fraction active, est la seule enrichie 
en facteurs de croissance. 

Dans le tableau II ci-dessous , on a complete les resultats 
donnes dans le tableau I a l f aide des informations relatives a 
ladite fraction active (C) . 

Tableau II 





: (A) 

: colostrum ecreme 


: (B) 

: echange d'ions 
:elution a 0,5M 


: (C) 

: hydroxyapatite 

: elution a 0,1M 


Proteines : 


130.000 mg 


: 1.620 mg 


: 648 mg 


totales : 








Activite : 


130.000 U 


95.256 U 


76.205 U 


totale : 








Activite : 


1 U/mg : 


58,8U/mg : 


117,6 U/mg 


specifique : 








Rendement : 


100 % : 


73,2 % : 


59 % 



Par rapport au colostrum ecreme (A) , la fraction active (C) 
se distingue par une tres forte activite specifique. 

Une comparaison a ete faite entre la fraction active et le 
serum de veau foetal qui est radditif le plus repandu pour 
stimuler la proliferation cellulaire. Pour cela on a utilise un 
test d 1 incorporation de thymidine tritiee pour detecter les 
activites mitogenes respectives sur la souche de fibroblastes 
CCL39. II ressort de cette comparaison que 1* activite specifique 
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de la fraction active (117,6U/mg de proteines)est nettement plus 
importante que celle du serum de veau foetal (15 U/mg de 
proteines) . Ceci est un reel avantage pour la fraction active 
dans la mesure ou il est souvent necessaire d'eliminer 

05 ulterieurement du milieu de culture les proteines qui ont ete 
introduites avec I'additif ; dans le cas de la fraction active la 
quantite de proteines a eliminer est faible. 

La fraction active est utile en remplacement ou en 
combinaison avec le serum de veau foetal, dans les milieux de 

10 culture cellulaire, par exemple dans un milieu MEM (Milieu 
Essentiel Minimum de Eagle) additionne de 2,2g/l de bicarbonate 
de soude, de 1% en volume de glutamine, 0,4 % en volume de 
penicilline, de 0,4% de streptomycine , de 0,5% en volume de 
fungizone. 

15 La fraction active a ete utilisee cornme additif de 

croissance dans un milieu de culture pour des fibroblastes CCL 39 
en complement du serum de veau foetal. Les plaques de culture, 
prealablement traitees ou non a la fibronectine , ont ete 
ensemencees a raison de 160 000 cellules et 2 ml de milieu par 

20 puits, ledit milieu comprenant une certaine quantite de fraction 
active. 

Par exemple 1" addition de 1 % en volume de serum de veau 
foetal et de 1 % en volume de la fraction active (contenant 1 g/1 
de proteines) dans un milieu de culture de fibroblastes permet 
25 d'obtenir une croissance cellulaire correspondant a celle obtenue 
avec environ 9 % en volume de serum de veau foetal dans le meme 
milieu . 

L' invention n'est pas limitee au mode de realisation qui a 
ete decrit a titre d ' exemple non exhaustif , mais en couvre 
30 toutes les variantes. En particulier les conditions du traitement 
revendiquees ne sont pas limitees a ce qui a ete decrit, d'autres 
types d'echangeurs de cations, autres que la resine, peuvent etre 
mis en oeuvre, de meme que des echangeurs ayant une autre 
fonction que la fonction sulfonique ; le deplacement de la partie 
35 du colostrum retenue sur l'echangeur de cation peut etre obtenu 
par toute voie habituelle de regeneration dudit echangeur, et le 
f onctionnement approprie sera determine au cas par cas. 



WO 92/00014 



PCT/FR91/00502 





10 



REVENDICATIONS 



1. Precede de traitement du colostrum comprenant au moins une 
operation de chromatographic d'echange de cations caracterise en 
ce qu'on soumet la partie du colostrum , qui a ete deplacee par 
elution de 1 ! echangeur de cations, a une chromatographie 

05 d f adsorption sur hydroxyapatite et on recupere par elution la 
fraction retenue sur l f hydroxyapatite . 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce qu ! on 
recupere la fraction retenue sur l f hydroxyapatite par lavage par 
un tampon phosphate a une concentration au plus de 500mM. 

10 3. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce qu'on 
procede a un premier lavage de 1 ! hydroxyapatite par un tampon 
phosphate a une concentration au plus de 50mM puis a un second 
lavage par un tampon phosphate a une concentration de l'ordre de 
lOOmM , la partie recuperee de ce second lavage correspondant a la 

15 fraction active enrichie en facteurs de croissance et pauvre en 
proteases . 

4. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce que la 
fraction active est dessalee, concentree et congelee ou sechee. 

5. Procede selon l ! une des revendications 1 a 4 caracterise en ce 
20 que , l f echangeur de cations etant a fonctions sulfoniques, on 

obtient la partie du colostrum deplacee dudit echangeur, apres un 
premier lavage de l 1 echangeur avec une solution au plus 0,1M 
d* acetate de sodium, par lavage de 1' echangeur par une solution 
de l'ordre de 0,5M d' acetate de sodium. 
25 6. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que , 
prealablement a la chromatographie d'echange de cations, on ne 
procede sur le colostrum qu'a une seule operation qui est un 
ecremage , portant la teneur en matiere grasse du colostrum a 
2g/l au plus. 

30 7. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que on a 
procede sur le colostrum aux operations successives suivantes : 

a. ecremage, portant la teneur en matiere grasse a 2g/l au plus 

b. passage du colostrum ecreme sur un echangeur a fonctions 
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sulfoniques 

c. premier lavage de l'echangeur avec une solution salee au plus 
0,1M d 1 acetate de sodium 

d. second lavage de l'echangeur avec une solution d'acetate de 
05 sodium 0,5M environ 

e. passage de la partie correspondant au second lavage (d) 
dessalee et concentree, sur de 1 1 hydroxyapatite equilibree a 
environ lOmM en tampon phosphate 

f. premier lavage de 1 ' hydroxyapatite par un tampon phosphate 
10 pH de l'ordre de 6,8 a 50mM au plus 

g. second lavage de 1 1 hydroxyapatite par un tampon phosphate pH 
de l'ordre de 6,8 a environ lOOmM 

h. dessalage, concentration et congelation ou sechage de la 
partie resultant du second lavage (g) et correspondant a la 

15 fraction active 

8. Fraction active de colostrum obtenue par le precede de l f une 
des revendications 3 ou 7 caracterisee en ce qu'elle comporte plus 
de 50% des facteurs de croissance du colostrum initial et qu'elle 
est pratiquement exempte de proteases. 

20 9. Milieu de culture cellulaire caracterise en ce qu'il comporte 
de la fraction active -selon la revendication 8 comme additif pour 
stimuler la proliferation cellulaire. 

10. Milieu selon la revendication 9 caracterise en ce 

qu'il concerne la culture de cellules d ' eucaryotes , notamment 

25 fibroblastes,hybridomes T cellules epitheliales , cellules 
endothelials , hepatocytes, lymphocytes, macrophages, adipocytes, 
cellules hematopoletiques , cellules granulo-monocytaires , cellules 
cardiaques, cellules nerveuses, cellules musculaires , cellules 
cutanees, keratinocytes , melanocytes, chondrocytes, cellules 

30 d'insecte. 
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